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RESUMO

BITTENCOURT, Mona Lisa Sousa de Assis. Avaliacdo do perfil de proteases
expressas por Penicillium fellutanun e Penicillium restrictum isolados do solo
do Cerrado brasileiro. Dissertacdo [Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas] —
Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia 2014.

As proteases se referem a um grupo de enzimas cuja funcdo catalitica
€ hidrolisar proteinas. Enzimas proteoliticas encontram ampla aplicacdo em diversas
indastrias e preparagdes farmacéuticas. Os fungos filamentosos sdo usados em
muitos processos industriais para a producdo de enzimas e metabdlitos. Alguns
desses fungos sao produtores de uma série de enzimas, como amilases, pectinases
e proteases. O presente trabalho teve como objetivo principal caracterizar proteases
expressas por fungos filamentosos isolados de diferentes amostras do Cerrado do
Centro-Oeste brasileiro, frente a producdo de proteases de interesse industrial e
farmacéutico em diversas condigbes de cultivo. Inicialmente, foi realizada uma
triagem para avaliar a capacidade de 17 fungos quanto a producédo de protease em
meio de cultura contendo Agar-leite. Oito espécies formaram halo no cultivo em
placas de Petri contendo 10% de leite desnatado em Agar indicando serem
produtoras de proteases. Em seguida, quando cultivadas em estufa, no meio
sabouraud, peptona e leite desnatado, seis espécies de fungos apresentaram altas
atividades de protease sendo entdo cultivadas sob condicdo de agitacdo. Uma
melhoria nas atividades de protease para as espécies Aspergillus foetidus,
Penicillium variotti, Penicillium citrinum e Penicillium fellutanum foi obtida quando
utilizado o cultivo em shaker. Um importante aumento na atividade proteolitica foi
obtido para a espécie P. restrictum e P. fellutanum quando avaliado meio de cultivo
contendo residuo agroindustrial. No meio contendo farelo de trigo como fonte de
carbono, a maior atividade proteolitica foi identificada quando realizado cultivo por P.
restrictum (81,1 Ul/mL), a as proteases presentes no meio possuem temperatura
Otima igual a 45 °C e pH 6timo em uma faixa de 5,0 a 9,0. Sendo termoestaveis por
2 horas em pH e temperatura 6tima. Desta forma, estas enzimas podem ser
consideradas promissoras para aplicacao industrial.

Palavras chaves: Cerrado, Aspergillus, Penicillium, Proteases, farelo trigo.
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ABSTRACT

BITTENCOURT, Mona Lisa Sousa de Assis. Avaliacdo do perfil de proteases
expressas por Penicillium fellutanun e Penicillium restrictum isolados do solo
do Cerrado brasileiro. Dissertacdo [Mestrado em Ciéncias Farmacéuticas] —
Faculdade de Ciéncias da Saude, Universidade de Brasilia, Brasilia 2014.

Proteases are a group of enzymes whose catalytic function is the hydrolysis of
proteins. Proteolytic enzymes have wide application in various industries and
pharmaceutical preparations. Due to technical and economic advantage,
microorganisms are the preferred source of industrial application of protease enzymes,
although it can be obtained from animals and plants. Filamentous fungi have beeb
used in many industrial processes for the production of enzymes and metabolites.
Some of these fungi are producers of several enzymes as amylases, proteases and
pectinases. This work aimed to characterize proteases expressed by filamentous fungi
isolated from different samples of the Cerrado of Central Brazil, focusing the
production of these enzymes of industrial and/or pharmaceutical interest in different
growing conditions. Initially, a screening was performed to assess the ability of 17
fungi initially isolated for production of proteases in culture media containing 10% skim
milk in agar. Eight species formed a clear zone surrounding colonies, indicating
production of protease. These species were then cultivated in Sabouraud broth,
peptone and skim milk. Six species showed high protease activity and were then
incubated under agitation. Protease activity for the species Aspergillus foetidus,
Penicillium variotti, Penicillium citrinum and Penicillium fellutanum improved when
used in the cultivation in shaker. A significant increase in proteolytic activity was
obtained for the species Penicillium restrictum and Penicillium fellutanum when
evaluated in culture media containing agro industrial residues. In a media containing
wheat bran as carbon source, the major proteolytic activity has been identified as
performed by growing Penicillium restrictum (81.1 IU/mL). Proteases present in the
medium have an excellent temperature of 45 °C and optimum pH in a range 5.0 to 9.0.
We evaluated the physicochemical characterization and the enzymatic profile of the
species Penicillium restrictum and Penicillium fellutanum for production of protease in
different culture media. Thus, these enzymes can be considered promising for
industrial application.

Key words: Cerrado, Aspergillus, Penicillium, Proteases, wheat bran.
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1. INTRODUCAO

A tecnologia enziméatica é atualmente empregada em diversos setores como,
por exemplo, nas industrias téxtil, de papel e celulose, de detergentes e
farmacéutica (ANITHA e PALANIVELU, 2013; GHORBEL et al., 2014; HSIAO et al.,
2014). Da mesma forma, na industria de laticinios os procedimentos para a remogao
dos depdsitos de leite na pasteurizacdo que utilizam produtos quimicos nao
biodegradaveis provocam um impacto negativo sobre o ambiente o que é

minimizado com a aplicacdo enzimética no processo (BOYCE e WALSH, 2012).

As proteases dominam uma parte do mercado mundial de enzima
representando um dos grupos mais importantes na aplicacdo industrial e
corresponde pelo menos 60-65% do mercado mundial total de enzima. Em 2010 o
mercado mundial de enzimas foi estimado em 3,3 bilh6es de ddélares podendo
chegar em 4,4 bilhdes em 2015 (SANATAN et al., 2013).

Os micro-organismos representam uma fonte atraente de proteases uma vez
que podem ser cultivados em grandes quantidades, em um-periodo de tempo
relativamente curto por meio estabelecido de métodos de fermentagéo, produzindo
uma quantidade abundante e regular do produto desejado. Além disso, as proteinas
microbianas podem ser armazenadas em condicdes menos do que ideal durante
semanas sem perda significativa de atividade. Em geral, as proteases microbianas
sdo de natureza extracelular e sdo diretamente segregadas para o caldo de
fermentacado, diminuindo as estapas para a purificacdo da enzima em comparagao

com as proteases obtidas a partir de plantas e animais (GUPTA et al., 2002).

Apesar da extensa lista de micro-organismos produtores de proteases,
apenas alguns sao considerados adequados produtores para exploragcdo comercial,
sendo geralmente considerados como seguros (GRAS), do inglés generally
recognized as safe, estabelecido pela Food and Drug Administration (FDA), néo-
toxicos e ndo patogénicos (SALEEMUDDIN e ANWAR, 1998).

A maioria das enzimas microbianas pertencentes a classe das hidrolases

produzidas comercialmente sdo provenientes de bactérias, principalmente as do



género Bacillus e de fungos (filamentosos e leveduras), com destague para os dos

géneros Aspergillus e Penicillium (COLEN, 2006).

Dentre as bactérias que excretam proteases, podemos citar 0s seguintes
géneros: Bacillus, Pseudomonas, Proteus (vulgaris), Clostridium sp. e outras
anaerodbias. Os fungos filamentosos por sua vez sao explorados para a producéo de
enzimas industriais, devido a sua capacidade de crescimento em substratos solidos
e producdo de diferentes enzimas extracelulares (VISHWANATHA et al., 2010).
Estes estdo distribuidos amplamente na natureza, onde usualmente crescem na
superficie de material organico. A evolucdo dos fungos superiores se deu com o seu
desenvolvimento em substratos sélidos, nos quais tém baixa quantidade de agua
disponivel (COLEN, 2006).

A literatura relata espécies do género Penicilium sendo mesofilicas,
termofilicas ou acidos tolerantes, boas produtoras de enzimas extracelulares, tais
como lipases, proteases, celulases e xilanases (LI e ZONG, 2010). Essas espécies
produzem principalmente proteases acidas, termofilicas e termoestaveis (DJAMEL et
al., 2009). Essas proteases podem ser neutras, acidas ou alcalinas. Proteases
acidas com pH entre 4 e 6 sdo produzidas por Aspergillus sp. (CHAUD et al., 2007).

Para serem usadas nas industrias de alimentos e farmacéutica, as proteases
precisam ser estaveis em pH baixo (ALEKSIEVA e PEEVA, 2000), ja nas industrias
de couros e de detergentes as proteases devem ser ativas em pH basico
(ZAMBARE et al., 2011).

Proteases com alta atividade e estabilidade em pH e em temperatura altas
sdo importantes para aplicacdes em biotecnologia e bioengenharia. Em geral, as
proteases microbianas sdo extracelulares, diretamente segregadas pelo produtor no
caldo de fermentacédo simplificando assim as etapas de processos posteriores para
obtencdo das enzimas, quando se compara com as proteases obtidas de plantas e
animais (SAVITHA et al., 2011).

Desta forma, torna-se importante o estudo de novos isolados capazes de
produzir enzimas estaveis em uma ampla faixa de pH e temperatura. Neste

contexto, encaixa-se o0 estudo de micro-organismos presentes no solo do Cerrado



Brasileiro, localizado na Regido Centro-Oeste, considerando a baixa umidade do

solo desta regido e a alta temperatura durante grande parte do ano.



2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. Proteases

O uso pratico das enzimas tem sido explorado de forma direta pelo ser
humano ha milhares de anos, por meio das preparacdes enziméticas brutas de
origem animal ou vegetal, e de forma indireta aproveita-se a acdo enzimatica
decorrente do crescimento microbiano sobre determinados substratos. A producéo e
o0 uso de enzimas microbianas constituem hoje o0 maior setor da industria
biotecnolégica (COLEN, 2006).

As principais enzimas industriais s&o proteases, carboidrases (amilases,
celulases e xilanases), lipases e fitases. Estdo divididas em trés segmentos de
mercado: enzimas técnicas aplicadas em produtos de limpeza, téxtil, couros, alcool
como combustivel e papel; enzimas para alimentos e bebidas; e enzimas para racdo
animal (SILVA, 2011).

As proteases também denominadas peptidases, sdo enzimas que catalisam a
reacao de hidrolise das ligacfes peptidicas das proteinas. A ligacdo peptidica € a
ligacdo mais importante que une os aminoacidos para formar peptideos e proteinas.
A hidrélise das ligacbes peptidicas € fundamental para a determinacdo da
composicdo em aminoacidos das proteinas (LEHNINGER et al., 1995). Segundo
Schaller (2004), essas enzimas sado essenciais para a sintese de um grande nimero
de proteinas, controlando a composi¢cdo, o tamanho, a forma, as reacdes de
hidrélise e sua destruicao final. A acdo das proteases é altamente especifica, sendo
cada uma responsavel pela quebra de determinadas sequéncias de aminoacidos em

um conjunto particular de condi¢cdes ambientais.

As proteases sdo divididas de acordo com sua fonte (animal, vegetal,
microbiana), sua agao catalitica (exoproteases e endoproteases) ou de acordo com
a natureza do seu sitio catalitico (serino, sulfidrilicas, acidas e metalo) (SILVA, 2011).
Séo classificadas como peptideo-hidrolases ou peptidases (EC 3.4) e constituem
uma grande familia, dividida em endopeptidases (EC 3.4.21-99) e exopeptidases
(EC 3.4.11-19), classificadas de acordo com a posicao da ligacdo peptidica a ser

clivada. Também podem ser classificadas de acordo com a faixa de pH em que



apresentam maior atividade: acidas (pH 2,0-6,0), neutras (pH 6,0-8,0) e alcalinas
(pH 8,0-13,0) (RAO et al., 1998; VERMELHO et al., 2008).

Endopeptidases atuam preferencialmente nas regifes internas da cadeia
polipeptidica, entre as regides N e C terminal, e as exopeptidases atuam somente
nos finais das cadeias polipeptidicas na regido N ou C terminal, removendo Unico
aminoacido, dipeptideo ou tripeptideo de uma ou outra regido terminal. As
endopeptidases podem ser ainda subdivididas de acordo com o grupo reativo no
sitio ativo envolvido com a catalise em serina (EC 3.4.21), cisteina (EC 3.4.22),
aspartico-proteinases (EC 3.4.23) e metaloproteinases (EC 3.4.24). As serinas
peptidases possuem um residuo de serina em seu sitio ativo, enquanto as aspartico-
proteinases tém duas unidades de acido aspartico no seu centro catalitico. Cisteina-
proteases apresentam um aminodcido cisteina e as metaloproteinases necessitam

de ion metal no seu mecanismo catalitico (RAO et al., 1998).

As endopeptidases, que também podem ser chamadas de proteinases, tém a
sua classificacdo de acordo com seu poder de catalisacdo, sendo classificadas de
acordo com o residuo presente no sitio catalitico da enzima. Uma nova classe de
proteinases foi descrita recentemente, apresentando glutamato no lugar do acido

aspartico e sendo denominada proteinase-glutamica (SCHALLER, 2004).

As exopeptidases caracterizam-se por hidrolisarem ligacdes peptidicas
proximas aos terminais carboxilicos (carboxipeptidases) e amina (aminopeptidases)
do substrato. As carboxipeptidases podem ser subdivididas em serinoproteases,
metaloproteases, cisteinoproteases, peptidil dipeptidases, dipeptidase e
omegapeptidases. Ja as aminopeptidases compreendem as dipeptidil peptidases e
as tripeptidil peptidases. As enzimas cujo mecanismo de a¢do ndo esta
completamente elucidado séo classificadas no subgrupo EC 3.4.99 (GUPTA et al.,
2002; RAO et al., 1998; SINGH et al., 2001; VRANOVA et al., 2013).

As endopeptidases sao mais especificas que as exopeptidades, pois agem de
acordo com seu mecanismo catalitico e sua acao vai depender do tipo de residuo
existente no sitio ativo da enzima. Desta forma, as primeiras proteases a agirem sao
as endopeptidases, gerando peptideos menores que serdo hidrolisados a

aminoacidos livres pela agdo multipla de exopeptidases (CALLIS, 1995).



Quase um terco de todas as proteases pode ser classificadas em
serinoproteases e sdo assim denominadas pela presenca do residuo nucleofilico de
serina no sitio ativo, o que é formado por uma “triade catalitica” representada pelos
residuos Ser195-His57 e Asp102 (a numeracao é baseada na posi¢cao dos residuos
na quimiotripsina). Algumas das serinoproteases ja foram bem estudadas como, por

exemplo, a tripsina, a quimiotripsina e a elastase (LOPES, 2006).

De maneira geral, as proteases podem ser extracelulares e intracelulares,
ligadas ou ndo a membrana, as extracelulares catalisam a hidrélise de proteinas em
moléculas menores para posterior absor¢cdo pela célula, enquanto as proteases
intracelulares possuem um papel importante na regulacdo do metabolismo (RAO et
al., 1998).

As enzimas proteoliticas sdo essenciais em virus, bactérias e parasitas para
sua replicacdo e propagacao de doencas infecciosas e também estdo presentes em
varios tecidos de animais, plantas e micro-organismos (LOPES, 2006). As proteases
podem contribuir para patogenicidade causando danos diretos nos tecidos ou
aumentando a capacidade de invasdo. Estas enzimas possuem um papel critico em
muitos processos fisiolégicos e patolégicos, como o catabolismo de proteinas, a
coagulacédo do sangue, o crescimento e migracado celular, inflamacao, diferenciacéo
de tecidos, crescimento de tumores e metastases, liberacdo de hormdnios peptideos
farmacologicamente ativos a partir de proteinas precursoras, ativacao de
neurotransmissores, bem como transporte e secrecdo de proteinas através da
membrana (RAWLINGS et al., 2007).

As proteases de origem microbiana tém sido muito utilizadas na industria,
sendo oriundas de fungos produtores de proteases, podem ser extraidas e
separadas do micélio (DJAMEL et al., 2009). Elas apresentam um pH 6timo na faixa
de 3,0 a 12,0 enquanto que a maioria dos micro-organismos isolados do solo que
possuem atividade proteolitica o apresentam na faixa de pH igual a 8,0 e 9,0 com a
temperatura entre 40-60 °C (VRANOVA et al., 2013).

Na industria de detergentes o uso das atividades cataliticas das proteases é
uma boa escolha, no entanto, a sua aplicacdo exige que as mesmas matenham

atividade em condi¢des néo fisioldgicas tais como em altas temperaturas e elevado



pH, agentes quelantes de calcio e detergentes. A maior parte delas sao instaveis ou
inativas a essas condicfes. Além disso, alguns solventes organicos podem
desestabilizar e diminuir a atividade catalitica da enzima (LI et al., 2012). Enzimas
termoestaveis que atuam na faixa de temperatura de 65 a 85 °C exercem importante
papel como catalisadores em processos que requerem altas temperaturas como nas
industrias de cerveja e do couro (MERHEB et al., 2007).

Segundo Fleuri et al. (2005), as proteases podem ter sua aplicacdo na
transformacao de leveduras para isolamento de produtos de recombinacdo de DNA,
na preparacdo de protoplastos, na composi¢do e mecanismo da sintese da parede
celular, na digestdo de polissacarideos e proteinas da parede celular de leveduras
para obtencdo de proteinas intracelulares e pigmentos, na obtencdo de extrato de
levedura, no tratamento de massa celular de levedura residual para ragdo animal e

no tratamento de doencas provocadas por leveduras e fungos.

As principais utilizacdes das proteases estdo na producao biotecnoldgica de
detergentes (pepsina), na industria de lacticinios, como agentes de coagulacdo do
leite, como um agente para o amaciamento da carne, elas também tém aplicacédo
clinica e médica, como por exemplo, na patogénese de doencas cardiovasculares
(DJAMEL et al., 2009 ; HUA e NAIR, 2014), aplicacdo em formulas cosméticas com
atividade de peeling cutaneo (LODS et al., 2000), bem como podem ser alvo para

desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (BRUCE, 2004).

2.2. Fungos filamentosos produtores de proteases

Os micro-organismos representam uma excelente fonte de proteases devido a
sua grande diversidade biologica e susceptibilidade a manipulacdo genética
(AGRAWAL et al.,, 2005). A maioria dos micro-organismos do solo expressam
atividades proteoliticas, com excecado de alguns fungos lignoliticos termotolerantes

isolados de florestas e algumas micobactérias e clostridios (VRANOVA et al., 2013).

As proteases desempenham um importante papel nas interagbes dos micro-

organismos do solo via clivagem das proteinas da parede celular, elas reciclam o



solo orgénico garantindo assim a nutricdo microbiana, e sobrevivéncia do micro-

organismo em condi¢cBes desfavoraveis (VRANOVA et al., 2013).

Fungos podem produzir proteases acidas, neutras ou alcalinas, ativas em
uma ampla faixa de pH de 4,0 a 11,0 e que atuam em ampla variedade de substrato.
As proteases acidas de importancia comercial sdo também de origem fungica e sédo
todas enzimas extracelulares empregadas nas industrias de alimentos: na producéo
de alimentos fermentados de soja, para a modificacdo de proteinas do trigo em
massas de pao (ALEKSIEVA e PEEVA, 2000).

Em relacdo as proteases alcalinas encontram aplica¢des industriais como
ingrediente ativo de detergentes para a roupa (SAVITHA et al., 2011), na fabrica de
curtumes, de alimentos, na industria quimica entre outras (KUMAR e TAKAGI, 1999).
Vérios géneros de micro-organismos tais como Bacillus, Streptomyces e Aspergillus
bem como os géneros Trichoderma, Rhizopus e Penicillium tém sido extensivamente

estudados para a producéo de proteases alcalinas (AGRAWAL et al., 2005).

Os fungos filamentosos sdo usados em muitos processos industriais para a
producdo de enzimas e metabdlitos. Alguns desses fungos sdo produtores de uma
série de enzimas flngicas, como amilases, amiloglucosidases, celulases,
pectinases, lacases, ligninases, fitases, proteases, lipases e glico-oxidases
(HOMBERG et al., 1997; WARD, 2011). Fungos filamentosos, tais como do género
Aspergillus, sdo capazes de crescer em meio de cultura de baixo custo (subprodutos
sélidos agroindustriais) e produzir grandes quantidades de enzimas (HERNANDEZ-
MARTINEZ et al., 2011).

As proteases microbianas de espécies do género Aspergillus sdo conhecidas
pela sua capacidade de secretar niveis elevados de enzimas no ambiente de
crescimento, varias destas enzimas produzidas numa fermentacdo submersa em
grande escala, tém sido amplamente utilizadas na indastria ao longo de décadas.
Alguns exemplos de espécies sdo Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus
oryzae (KRANTHI et al., 2012; MACCHIONE et al., 2008; MALATHI e
CHAKRABORTY, 1991; VISHWANATHA et al., 2010).



No entanto, cinco géneros de fungos Aspergillus, Penicillium, Fusarium,
Claviceps e Alternaria podem produzir micotoxinas, entre as quais, destacam-se a
aflatoxina, ocratoxina, zearalenona, patulina, fumonisina e desoxinivalenol. As
micotoxinas sdo metabdlitos secundarios, de baixo peso molecular, produzidos por
fungos, apresentam efeito toxico para o homem e outros vertebrados, além de
alguns invertebrados, plantas e micro-organismos. No Brasil, as aflatoxinas sdo as
anicas micotoxinas cujos limites maximos em alimentos sdo previstos na legislacéao
Resolucdo da Diretoria Colegiada da RDC N° 7, de 18 de fevereiro de 2011
(MAZIERO e BERSOT, 2010).

Nos Estados Unidos algumas espécies do género Aspergillus e do género
Pencillium s&o classificadas como status GRAS por apresentarem baixa toxicidade,
caracteristica favoravel para a utilizacdo dos mesmos na industria (GUIMARAES et.
al., 2010; VARGAS et al., 2007). No Brasil, a Resolucdo da Diretoria Colegiada da
RDC N° 26, de 26 de maio de 2009, considerando a CTNBIo, no seu Art. 1° aprovou
a lista de enzimas permitidas para uso em alimentos destinados ao consumo
humano conforme a sua origem. Essa lista apresenta as proteases produzidas por
algumas espécies dos géneros Aspergillus, Bacillus, e Rhizomucor, além das
espécies Endothia parasitica, Lactobacillus casei, Micrococcus caseolyticus, Mucor
pusillus e Streptomyces fradiae.

Foram descritas muitas espécies de fungos utilizadas para produzir as
proteases, tais como as de Aspergillus flavus, Aspergillus niger, Aspergillus oryzae,
Rhizopus oligosporus, Mucor meihi, Mucor pusillius, Mucor bacilliformis, Trichoderma
harzianum, Verticillium lecanii e Fusarium subglutinans. Assim como as espécies
Penicillium expansum, Penicillium citrinum, Penicillium occitanis, Penicillium notatum,
Penicillium verrucosum, Penicillium janthinelum, Penicililum purpurogenum e
Penicillium duponti com um grande potencial biotecnologico para a producao de
proteases e outras enzimas (IKRAM-UL-HAQ e MUKHTAR, 2007).

Na natureza as espécies do género Penicillium sdo versateis e oportunistas
patogenos de pos-colheita causando comum deterioracdo em frutas e vegetais.
Particularmente, o Penicillium notatum €é famoso como o produtor do primeiro

antibiético a penicilina, descoberto por Fleming em 1928 (LI e ZONG, 2010).
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O fungo Penicillium restrictum € um produtor promissor das enzimas
hidroliticas. Quando cultivado em meio sélido de baixo custo composto por residuos
agroindustriais, ele produz um conjunto de hidrolases capazes de degradar o
composto organico mais complexo como exemplo o Oleo e a graxa oriundos de
efluentes industriais (ROSA et al., 2006).

De acordo com Tavares et al. (2012), os fungos do género Penicillium tém
sido estudados como vantajosos produtores de proteases. Esses autores isolaram
os fungos dos géneros Aspergillus e Penicillium com o objetivo de analisar a
produgdo de protease pelos mesmos. Os dois géneros apresentaram atividade
enzimatica. Em relacdo a producdo de protease os Aspergillus apresentaram um
valor de 1,36 U/mL a 3,38 U/mL, enquanto para os Penicillium os valores foram

significativamente superiores (10,82 U/mL).

Em 2007, Manivannan e Kathiresan verificaram a producao de protease com
atividade igual a 17 U/mL pelo fungo Penicillium fellutanum isolado do solo.
Similarmente Savitha et al. (2011) verificaram a producdo de proteases com
atividades especificas iguais a 14,85 IU/mg e 14,50 IU/mg respectivamente pelos
fungos Ghaphium putresis e Trichoderma harzianum isolados de uma amostra de

efluente recolhida da industria de sagu.

Um requisito importante para a comercializacdo de enzimas € a estabilidade
térmica devido a facilidade de desnaturacdo térmica e inativacdo. Por isso, o
crescente interesse em proteases termoestaveis. A maioria das pesquisas
tem sido feitas sobre a purificacio e caracterizacdo de proteases
a partir de bactérias termodfilas dos géneros Bacillus, Sulfolobus, Pyrococcus,
Thermoanaerobacter, Fervidobacterium e Geobacillus e fungos termofilicos dos

géneros Thermomyces, Scytalidium, Paecelomyces e Aspergillus (LI et al., 2012).

De acordo com Said e Pietro (2002), as proteases produzidas por micro-
organismos tém importante interesse industrial por apresentarem especificidades a
diferentes substratos. Desta forma, torna-se de grande utilidade em areas
bioguimicas e biotecnoldgicas, incluindo as industrias alimenticias, téxteis e de

medicamentos sua investigagao.
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2.3. Aplicagéao industrial
2.3.1. Proteases aplicadas na producéo de detergentes

A utilizacdo de proteases na industria de detergentes tem sido bastante
abrangente, devido sua caracteristica eficiente na capacidade de remocdo de
manchas de forma uniforme quando comparado a tecnologia dos detergentes
convencionais (GUPTA et al., 2002). A industria de detergentes surgiu como grande
consumidor de diversas enzimas hidroliticas, o uso de proteases no preparo de
detergentes responde pelo maior emprego comercial de proteases (RAVAL et al.,
2014; SILVA, 2011).

De acordo com Chaud et al. (2007), a protease para ser aplicada na utilizacéao
de detergente precisa ter a especificidade em remocdo com facilidade de uma
grande variedade de manchas de alimento, sangue, e outras secre¢cdes do corpo.
Os pré-requisitos principais para o uso de proteases em detergentes sdo valores
altos de pH (8-12) e estaveis em temperaturas entre 50 e 70 °C e compatibilidade

com outros agentes quelantes e oxidantes (GUPTA et. al., 2002).

O parametro chave para o melhor desempenho de uma protease em um
detergente é seu ponto isoelétrico, pois quanto mais proximo este for em relacdo ao
pH da solucdo detergente, mais apropriada ela sera para esta aplicacdo (RAO et al.,
1998). Ponto isoelétrico ou pl, é o valor de pH onde uma molécula, por exemplo, um
aminoacido ou uma proteina, apresenta carga elétrica liquida igual a zero. O pl é 0
pH no qual ha equilibrio entre as cargas negativas e positivas dos grupamentos
ibnicos de um aminoacido ou de uma proteina. Segundo Gupta et al. (2002), a
maioria das proteases alcalinas tem seu ponto isoelétrico proximo ao pH 6timo, em

torno de 8-12 e sdo mais ativas em temperaturas entre 50 e 70 °C.

A origem na utilizacdo de enzimas proteoliticas em detergentes foi por volta
de 1914. Nesta época foi produzido o primeiro detergente enzimatico que consistia
de carbonato de sodio adicionado de extrato com enzimas pancreaticas. No entanto,
foi somente em 1956 que surgiu 0 primeiro detergente com enzimas microbianas
cujo nome foi Bio-40® contendo a “alcalase”, que é uma protease alcalina (GUPTA et
al., 2002).



12

Em 2014, Ghorbel et al. isolaram e caracterizaram proteases da bactéria
Streptomyces flavogriseus HS1 com atividade 6tima em pH 7,0, a 50 °C e estavel a

agentes oxidantes podendo ser utilizadas como aditivos em detergentes.

Boyce e Walsh (2012) realizaram um estudo com quatorze fungos produtores
de proteases com atividade sobre a proteina do leite, e observaram que a protease
produzida pelo fungo Schizophyllum commune foi a mais adequada para uma
potencial aplicacdo juntamente com as formulagbes de detergentes de limpeza

comerciais.

2.3.2. Proteases aplicadas na industria de alimentos

O uso de enzimas como agentes de modificacdo de propriedades funcionais
de proteinas tem se tornado bastante difundido na industria de alimentos (THYS,
2004). As aplicacbes de proteases na industria alimenticia estdo relacionadas a
obtencédo de hidrolisados proteicos de forma a melhorar o seu sabor e qualidade
(FURTADO et al., 1999).

Aléem disso, na producdo e maturacdo de queijos, as proteases sao
empregadas na coagulacédo do leite por meio da hidrdlise da ligacdo peptidica (Phe
105-Met 106). Entre as enzimas mais utilizadas neste processo destacam-se a acéo
da quimosina (renina) (EC 3.4.21.4) sendo uma das mais preferidas, devido a sua
alta especificidade pela caseina (SILVA, 2011), e podemos citar as produzidas por
Penicillium roqueforti (FURTADO et al., 1999).

Dini (2010) isolou e purificou uma protease aspartica produzida pelo fungo
Thermomucor indicae-seudaticae N31 utilizando farelo de trigo no processo
fermentativo. A enzima purificada apresentou baixa acado hidrolitica sobre as
caseinas do leite e o queijo tipo Prato produzido com o coagulante do fungo
apresentou composicdo caracteristica deste tipo de queijo. Esse estudo sugeriu que
a protease do Thermomucor indicae-seudaticae N31 matura o queijo tipo Prato da

mesma forma que o coagulante comercial.
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Na panificacdo, as enzimas proteoliticas podem ser empregadas como
aditivos no preparo de massas, como por exemplo, proteases de Aspergillus oryzae
cuja acao sobre o gluten da farinha de trigo afeta a elasticidade e a textura, além de
contribuir para reducdo do tempo de mistura da massa e no custo da producgéo
(SILVA, 2011).

As proteases acidas podem ser utilizadas como temperos, na fermentacao de
molhos de soja e como auxiliares digestivos. Vishwanatha et al. (2010) otimizaram
os parametros do processo de fermentagcdo em estado solido tais como pH,
temperatura e tempo de fermentacdo, utilizando a metodologia de superficie de
resposta para demonstrar que estes fatores influenciam no rendimento da enzima
desejada. Além disso, eles verificaram que a protease acida de peso molecular de
47 kDa produzida pelo Aspergillus oryzae MTCC 5341 apresentou valores 6timos de
pH 5,4, temperatura de 31 °C, atividade proteolitica igual a 8,4 x 10° U/g de farelo

de trigo com um rendimento de 94,8% .

Segundo Evangelista et al. (2001) as proteases sao utilizadas no
processamento de carnes podendo ser usadas para amacia-las. As proteases
podem ser aplicadas pela forma de imerséo, pulverizacdo, adicionadas a
condimentos ou por injecdo direta em animais vivos ou logo apds o seu abatimento.
Estas enzimas também podem ser utilizadas na limpeza de ossos para facilitar a

separacado mecanica da carne.

Segundo estudos realizados por Kumar e Takagi (1999), proteases produzidas
por Aspergillus niger, Bacillus subtilis e Bacillus licheniformis estdo sendo utilizadas
na extracdo de Oleos de algumas sementes. Estes estudos relataram que a
utilizacdo das enzimas produzidas por Bacillus licheniformis aumenta o rendimento
de extracdo em 16%, enquanto a enzima produzida por Bacillus subtilis promoveu
um aumento de 60% e a protease produzida por Aspergillus niger conferiu um

aumento ainda maior, da ordem de 90%.

Hsiao et al. (2014) utilizaram caseina como substrato e purificaram uma
protease aspartica do fungo Rhizopus oryzae. A enzima apresentou valores 6timos
de temperatura igual a 75 °C, pH 3,4 e foi estavel por 1 hora a 35 °C, com peso

molecular estimado em 39 kDa.
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2.3.3. Proteases aplicadas na industria farmacéutica e de cosméticos

Na tecnologia de fermentacdo tradicional os fungos filamentosos sé&o
produtores de uma gama de metabolitos primarios, incluindo acidos organicos, tais
como &cido citrico, glucénico, fumérico, acido kdjico itaconico e de acidos graxos.
Eles também produzem importantes agentes terapéuticos humanos, por exemplo,
penicilina, cefalosporina, alcalodides, griseofulvina, lovastatina, taxol e zeranol
(WARD, 2011).

Em aplicacdes terapéuticas, na preparagcao de formas farmacéuticas de
liberacdo lenta, as colagenases, importantes metaloproteases, com atividade
proteolitica alcalina sédo cada vez mais utilizadas. A administracéo oral de proteases
tem sido utilizada para corrigir certas sindromes de deficiéncia de enzimas liticas
(CHAUD et al., 2007).

A protease alcalina produzida por Aspergillus niger LCF9 hidrolizou varios
tipos de coladgeno com a liberacdo de peptideos de baixo peso molecular e potencial
uso terapéutico (KUMAR e TAKAGI, 1999). Das proteases terapéuticas existentes
atualmente no mercado, a maior parte sdo do tipo serina (LI et al., 2012). As serino
proteases estado envolvidas nos processos de coagulagdo sanguinea e fibrindlise,
como também tém um importante papel na homeostase epidérmica (OVAERE et al.,
2009).

Outras aplicacdes de proteases foram evidenciadas nas pesquisas com
Bacillus licheniformis, bactéria produtora de proteases, a possibilidade de
substituicdo de antibidticos por probidticos cujos resultados destas pesquisas
revelaram que o uso desta bactéria como probiodtico, adicionada em racdes de
frangos de corte, resultou em melhor ganho de peso em relacdo ao grupo controle
(CHAUD et al., 2007).

Na industria de cosméticos as proteases que hidrolisam ligages peptidicas
do colageno e queratina da pele sdo de grande importancia. As proteases como a
papaina e bromelina séo utilizadas na realizagdo de peeling e alisamento da pele,
removendo as células mortas, proporcionando a pele um aspecto mais jovem
(FREITAS, 2013; LODS et al., 2000). As proteases que apresentam atividade
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proteolitica sobre colageno, queratina e elastina, sdo empregadas em alguns
processos da industria de cosméticos, tais como cremes esfoliantes e pomadas
(SILVA, 2011).

Segundo Ovaere et al. (2009) a formagédo de uma epiderme normal requer a
correta interacdo de inUmeros processos e fatores. Nos aspectos biolégicos da pele

as serino proteases sao essenciais na construcao da barreira lipidica e descamacao.

2.3.4. Proteases naindustria de couros

Para a depilacdo de couros e pele é comumente empregado o método de cal-
sulfeto que € ambientalmente questionavel, pois o sulfeto além de toxico tem um
odor desagradavel. Quando o sulfeto € liberado nos esgotos o acumulo de gases de
sulfitos nos tubos provoca corroséo e liberacdo de gases venenosos. Por isso a
depilacdo enzimatica tem sido amplamente aceita como uma alternativa para o
processo quimico (GIONGO, 2006). As enzimas usadas no processo de depilacéao
de couros sdo geralmente peptidases, no entanto nem todas podem ser utilizadas
por causa da degradacdo do coladgeno que pode danificar a estrutura e assim
diminuir a qualidade do couro (RIFFEL, 2006).

Atualmente as proteases alcalinas microbianas, sdo usadas no tratamento do
couro animal para remover restos de pélos ou facilitar a embebicdo com agua,
conforme as patentes que padronizaram o tratamento de couros com essas enzimas
(CHAUD et al., 2007). Também sao utilizadas na degradacao de proteinas fibrosas
animais, como penas, chifres, cabelos e unhas. Essa acdo enzimatica pode gerar
biomassa util a partir a partir da hidrélise da queratina disponibilizando aminoacidos
e peptideos que podem ser utilizados como aditivos proteicos em racdo animal
(SILVA, 2011).

Anitha e Palanivelu (2013) purificaram e caracterizaram uma protease
queratinolitica do fungo Aspergillus parasiticus com pH 6timo 7,0, temperatura 6tima
de 50 °C, atividade proteolitca igual a 87,110 U/mL, e peso molecular estimado de

36 kDa. Essa enzima pode ser utilizada no tratamento de aguas residuais, no
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processamento do couro e na industria de cosmeéticos para o tratamento da acne e

psoriase.

2.4. Meios de cultivo

Diversos fatores ambientais e as respostas a estes fatores influenciam,
consideravelmente, na producéo de proteases pelos fungos filamentosos. Para uma
determinada cepa um determinado fator pode estimular a producdo desta enzima,

engquanto que para outras, a producéo pode ser inibida (RODARTE, 2005).

A producéo de protease extracelular em micro-organismos € influenciada por
componentes do meio de cultivo, especialmente as fontes de carbono, os fatores
fisicos, tais como temperatura, pH, densidade do inéculo, oxigénio dissolvido e
tempo de incubacdo (RAO et al., 1998). O metabolismo dos fungos € claramente
influenciado pelas concentragdes e origens das fontes de carbono, pois elas regulam
a expressdo de genes envolvidos em varias vias metabolicas, especialmente os

envolvidos na utilizacao e transporte de nutrientes (ROSA et al., 2006).

No entanto a producdo destas enzimas € limitada aos custos dos substratos
utilizados para o cultivo dos micro-organismos. Estima-se que cerca de 30 a 40% do
custo envolvido na producdo de proteases seja devido ao meio de cultura utilizado
(JOO e CHANG, 2005) por isso, grandes quantidades de residuos gerados a partir
das diversas atividades econdmicas, agricolas e agroindustrial sdo geralmente
utilizados como fonte de carbono (CORREA, 2009). Na producdo de enzimas a
relacdo C/N regula a expressdo de proteases e a variacdo desta razdo pode ser
alterada bem como a natureza e a concentracdo dos substratos, pH, temperatura e
tempo de incubacéo (VISHWANATHA et al., 2010).

O uso de substratos de baixo custo, como residuos agroindustriais, € uma
alternativa para reduzir os custos de producgdo. Eles tém a caracteristica de servir de
matriz sélida e fornecer carbono e fontes de energia para o crescimento dos micro-
organismos (DE PARIS, 2008).
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Alguns produtos e subprodutos tais como farelo de milho, farelo de trigo,
farelo de soja, polpa de c6co, polpa de café, residuo da industria do vinho, farelo de
arroz, batata e bagaco de cana-de-acucar sdo comumente empregados na producao
de enzimas (DE PARIS, 2008). Em 2007, Nascimento et al. substituiram o nitrato de
amonio pelo soro de queijo e o citrato trissddico por 4gua de maceracao de milho no
meio de cultivo, e verificaram um aumento da atividade proteolitica de 25 U/mg para

59,5 U/mg da producao por Bacillus sp. SMIA-2.

O farelo de trigo apresenta em sua composicdo 18% de proteinas além de
sua porosidade que facilitam a dispersdo micelial. O trigo € uma boa fonte de
metabdlitos secundarios como acidos fendlicos, flavondides, lignanas, fitosterais,
tocoferais, tocotriendis e fibras alimentares (SINGH et al., 2001). Silva (2011) utilizou
o farelo de trigo sem suplementacao proteica e verificou melhor desempenho da
producdo de protease produzida pelo fungo Aspergillus fumigatus Fresenius,
corroborando com outros estudos desenvolvidos por Macchione et al. (2008) os
qguais demonstraram que o farelo de trigo foi 0 melhor residuo agroindustrial para a

producao de proteases de diferentes fungos utilizados.

Ravikumar et al. (2012), por meio de uma fermentacdo em estado solido
utilizaram farelo de trigo, farinha de milho, farelo de arroz para a producéo e parcial
caracterizacdo da protease do cogumelo medicinal Pleurotus sajor-caju. A maxima
producdo enzimatica igual a 31,2 U/mL foi observada em pH 7,0, temperatura étima
de 30 °C, com o substrato farinha de milho a 3% e o peso molecular estimado da
protease foi 48 kDa. Merheb et al. (2007) verificaram os valores 6timos de pH igual a
5,5, temperatura 60 °C e atividade proteolitica de 200 U/mL para a protease
produzida pelo fungo Thermoaseus aurantiavus, eles utilizaram também farelo de

trigo no meio de cultivo.

Segundo Siqueira (2010), os residuos agricolas e agroindustriais, bagaco de
cana, engaco de bananeira, residuos de milho e soja podem ser utilizados como
fontes de carbono para a otimizacdo da produgdo enzimética. A andlise
bromatoldgica desses residuos revelou que: as amostras de engaco de bananeira
apresentaram valores significativos de cinzas, proteina total e lignina, ja os residuos

de cana-de-acucar (bagaco e palha) e os da colheita de milho possuiam menores
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valores percentuais de proteina total. O engaco de bananeira teve valores mais

significativos para os teores de gordura e maior percentual de lignina e carboidratos.

Stenzel (2007) descreveu a composicado da soja convencional com proteinas,
lipideos, carboidratos, minerais, poucas vitaminas e fibras contidas quase totalmente
na casca.

Considerando as informacfes existentes na literatura, existe um grande
interesse em estudar a producdo de proteases utilizando residuos agroindustriais,
pois, sdo substratos de baixo custo podendo otimizar a producdo enzimatica para
aplicacao industrial.
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3. OBJETIVOS

Geral: A caracterizacdo do perfil de proteases expressas por fungos filamentosos
isolados de diferentes amostras do solo do Cerrado do Centro-Oeste Brasileiro,

visando a aplicacao industrial.

Especificos:

- Realizar triagem de fungos isolados do Cerrado quanto a producgéo de protease;
- Avaliar diferentes condi¢des de cultivo dos fungos produtores de protease;

- Caracterizar o perfil fisico-quimico das enzimas proteoliticas expressas

extracelularmente por estes fungos quanto as condi¢des de cultivo;

- Avaliar o comportamento das enzimas proteoliticas frente a inibidores

especificos.
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4. MATERIAIS E METODOS
4.1. Fungos filamentosos estudados

Foram estudadas 17 espécies diferentes de fungos filamentosos isolados do
solo do Cerrado da Regiao do Centro-Oeste Brasileiro, pertencentes ao banco de
micro-organismo do Laboratoério de Enzimologia do Instituto de Biologia da
Universidade de Brasilia (UnB) que foram gentiimente cedidas pelo professor
Edivaldo Ximenes Ferreira Filho, coordenador do Laboratério de Enzimologia e
colaborador deste projeto. Através desta colaboracdo, este trabalho de pesquisa
possuiu autorizacdo para acessar o0 patrimbénio genético nacional dentro da rede
SISBIOTA com o numero 010770/2013-5.

As espécies utilizadas para avaliagdo da producéo de protease encontram-se

listadas na Tabela 1.

Tabela 1. Fungos filamentosos isolados do Cerrado e selecionados para este trabalho

Espécies

Aspergillus flavus Penicillium citrinum

Aspergillus foetidus

Aspergillus versicolor

Fusarium solani

Fusarium sp.

Mucor sp.

Paecylomices lilacinus

Paecylomices variotti

Penicillium crustosum

Penicillium decumbens

Penicillium fellutanum

Penicillium glandicola

Penicillium restrictum

Penicillium roqueforti

Penicillium rugulosum

Trichoderma sp.
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4.2. Preparacédo do in6culo

Os fungos previamente armazenados em glicerol a — 80 °C foram reativados
em placas de Petri contendo agar batata dextrose (BDA), e incubados a 28 °C por 7
dias até o completo crescimento. Em 200 mL de meio de cultura liquido (3% caldo
Sabouraud, 2% peptona e 2% leite desnatado) previamente esterilizado a 121 °C por
15 minutos foram introduzidos 20 discos de 8 mm de diametro de agar micélio
obtidos do cultivo em meio sélido. Os frascos de Erlenmeyer de 1000 mL foram
incubados por 7 dias em estufa a 28 °C. O micélio obtido do cultivo em meio liquido
foi filtrado em funil de Buchner estéril e lavado com 300 ml de &gua previamente
esterilizada. Para calcular a quantidade de micélio na suspensdo, foi feita a
determinacdo da massa seca do fungo (g/mL) presente numa aliquota dessa
suspensdo. Para determinar a massa seca filtrou-se em papel de filtro,
anteriormente seco e tarado, 25 mL da suspensédo. O filtrado, juntamente com o

papel, foi seco em estufa a 60 °C até atingir peso constante.

4.3. Triagem para atividade de proteases

Os estudos de selecdo dos fungos produtores de proteases foram realizados
em placas de Petri contendo 10% de leite desnatado em &gar (GEOK, 2003;
SARAN et al., 2007). O agar foi adicionado em tampao citrato-fosfato 0,1 M (pH 5) e
esterilizado separadamente do leite, a fim de evitar a coagulacéo e caramelizacdo
dos seus componentes, e posteriormente o leite foi adicionado ao agar sob
condicBes assépticas. O meio preparado foi vertido ainda quente em placas de
Petri, sendo 20 mL por placa. Cada cultivo mantido durante 7 dias a 28 °C foi
inoculado na superficie de uma placa de Petri. A leitura das placas foi feita apos 24,
48 e 72 horas. Apés esse periodo, as placas foram analisadas e os fungos
produtores de proteases foram confirmados com a formacao e visualizacdo de um
halo ao redor das coldnias. Foi considerado como produtor de protease todo fungo
gue ao redor do crescimento do seu micélio formasse um halo, independente de seu

didmetro.
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4.4. Preparacao dos meios de cultura e condi¢cdes de fermentagao

Os meios de cultivo escolhidos para a producao de proteases foram divididos
em trés grupos e suas composicOes estdo descritas na Tabela 2. Os meios de
cultivo mencionados foram preparados utilizando agua destilada como diluente e,
em seguida, foram submetidos a esterilizagdo em autoclave a 120 °C por 40
minutos. Uma vez preparados os mesmos foram inoculados com 5 mL de pré-
in6culo. Os experimentos foram realizados em frascos Erlenmeyers de 125 mL,
contendo 30 mL do meio, em estufa com agitacdo (shaker) a 150 rpm, a
temperatura de 28 °C por 7 dias. Os experimentos realizados em estufa sem

agitacao foram mantidos também a temperatura de 28 °C por 7 dias.

Tabela 2. Composi¢éo dos meios de cultivos utilizados para a produgéo de proteases extracelulares em erlenmeyers.

Meios de Composicao
cultivo
Meio 1 3% caldo Sabouraud, 2% peptona e 2% leite desnatado.
Meio 2 3% caldo Sabouraud, 2% peptona, 2% de extrato de levedura e

1% de caseina hidrolisada.
Meio 3 1% de farelo de trigo e 0,4% de extrato de levedura; 0,4% de
peptona; 0,2% de fosfato de potassio; 0,8% de fosfato de sddio

e 0,25% de sulfato de magnésio.

4.5. Preparo dos residuos agroindustriais

A metodologia para o preparo dos residuos agroindustriais casca de soja,
residuo de soja e engaco de bananeira utilizados neste trabalho foi realizada
segundo Siqueira (2010). Os tratamentos dos residuos agroindustrias utilizados
foram feitos no Laboratorio de Produtos Vegetais, no Departamento de Ciéncia dos
Alimentos e no Laboratério de Analise Foliar, no Departamento de Quimica, ambos

da Univerisade Federal de Lavras (UFLA), em Lavras, MG.
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4.6. Avaliacdo da producéao de proteases dos fungos selecionados

Para medida da atividade proteolitica foi utilizada a metodologia proposta por
(CHARNEY e TOMARELLI, 1947), utilizando azocaseina como substrato. A reacao
foi iniciada por incubacg&o de 500 pL do filtrado do cultivo a 37 °C, na presenca de
500 pL de azocaseina a 0,5% (m/v) em tampdao acetato de sédio 50 mM, pH 5,0,
sendo interrompida apdés 40 minutos pela adicdo de 500 uL de acido tricloroacético
10% (m/v) para precipitacdo da caseina ndo hidrolisada. Apos centrifugacao a 14000
rpm por 10 min a 4 °C, e 1 mL do sobrenadante foi transferido para um novo tubo ao
qual se adicionou 1,0 mL de KOH 5,0 M. Areacdo com KOH induz a formacao da cor
laranja no tubo teste, caracteristica dos grupamentos azo em pH alcalino e a
intensidade desta coloracéo foi medida em espectrofotébmetro (Shimadzu UV-1800) a
430 nm.

O branco da reacéo foi feito com 500 pL de tampé&o em substituicdo ao extrato
enzimatico. Este branco foi utilizado como solucdo de referéncia para zerar o
espectrofotometro. Além disso, para cada amostra foi feito um branco adicionando-
se TCA antes da adi¢cédo do extrato enzimatico. Uma unidade de atividade enzimética
foi definida como a quantidade de enzima capaz de produzir um aumento na
absorbéancia de 0,001/min Ul/mL. Os testes foram realizados em triplicata e como

controle positivo foi utilizada uma solucéo de tripsina (Merck) a 0,001%.

47. Teor de Proteina

O teor de proteinas foi determinado como descrito por Bradford (1976). A
reacao foi iniciada pela adicdo de 0,1 mL de amostra a 1 mL do reagente. Apos 5
minutos foi feita a leitura a 595 nm. Como padréo utilizou-se albumina de soro
bovino (5-200 pg/mL). O reagente foi preparado pela dissolu¢cdo de 100 mg de azul
de Comassie G-250 em uma mistura de 100 mL de &cido fosférico a 85% e 50 mL
de metanol a 95%. Depois de completa dissolu¢cdo do corante, adicionou-se agua

até completar o volume para 1 litro.
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4.8. Teor de Glicose

O teor de glicose foi determinado pelo método do &cido dinitrosalicilico (DNS)
de Miller (1959), utilizado para quantificar acucares redutores. Solucéo de glicose foi

utilizada como padréo.

4.9. Efeito datemperatura sobre a atividade e estabilidade de protease

O efeito da temperatura sobre a atividade enzimatica foi determinada
incubando-se a mistura da reacdo em temperaturas que variaram de 30-75 °C por
40 minutos em pH 5,0. Apds 40 minutos de reacdo em cada temperatura a atividade
enzimatica foi determinada. A estabilidade térmica das enzimas presentes no extrato
bruto foi verificada na temperatura Otima para cada espécie dos fungos
selecionados, incubando-se as enzimas por periodos de 1 a 6 horas em pH 6timos.
AplOs esse tratamento, as atividades proteoliticas residuais foram analisadas

conforme descrito no item 4.6.

4.10. Efeito do pH sobre a atividade de protease

O pH 6timo da enzima protease presente no extrato foi determinado
utilizando tampao citrato-fosfato 50 mM (pH 5,0 - 6,0), fosfato de sédio 50 mM (pH
7,0-8,0) e tampaéo tris (pH 9,0). As atividades enziméticas foram avaliadas conforme

descrito no item 4.6.

4.11. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE 12%)

As eletroforeses sob condicbes desnaturantes foram realizadas em gel de
poliacrilamida de duas fases de diferentes porosidades e valores de pH na presenca
de SDS (dodecil sulfato de sédio) (LAEMMLI, 1970).
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4.11.1. Preparo das amostras

As amostras foram precipitadas através da adicdo de solucdo de acido
tricloroacético (TCA 75%) e 1,0 mL de acetona (v/v) para 1,0 mL de amostra. A
mistura foi mantida sob refrigeracdo durante aproximadamente 30 minutos, em
seguida centrifugada (14000 rpm x 15 minutos). O pellet resultante foi ressuspenso
em acetona e centrifugado a 14000 rpm por 15 minutos. Esse processo foi repetido

diversas vezes a fim de remover diversas impurezas e concentrar a amostra.

Apos a Ultima centrifugacdo e descarte do sobrenadante, o pellet foi
ressuspenso com 10 pL de tampéo de amostra. O tampé&o da amostra foi preparado
com 1 mL de tampéo Tris-HCI ( 500 mM; pH 7,0 ); 0,8 mL de glicerol (20%); 1,6 mL
de solucéo de SDS (4%); 0,4 mL de B-mercaptoetanol; 0,4 mL de azul de bromofenol
(0,01%); e 3,8 mL de agua destilada. Essa solugcédo foi incubada a 100°C por 5
minutos, resfriada e a seguir aplicada em gel de poliacrilamida 12%.

4.11.2. Preparo dos géis

Os géis de poliacrilamida sdo formados por copolimerizacdo de acrilamida e
Bis-acrilamida (Bis) na presenga de persulfato de amonio e tetrametiletilenodiamina
(TEMED). Os componentes acrilicos sdo preparados segundo Laemmli (1970) em
duas fases, chamada de sistema descontinuo que consiste de géis, concentrador e
separador. O tampéao Tris-HCI 25 mM contendo glicina 0,18% p/v e SDS (dodecll
sulfato de sodio) 0,1% plv, foi utilizado como tampéo de corrida.

4.11.3. Coloracéo dos géis de poliacrilamida para bandas proteicas

Apoés o téermino da eletroforese (SDS-PAGE) em aparelho EPS 301 Mini VE
da GE Healthcare Life Sciences, a presenca das bandas proteicas foram reveladas
aplicando uma coloragao de nitrato de prata. O gel foi incubado por 30 minutos em
uma solucdo contendo 100 mL de etanol (99,8%), 25 mL de &cido acético glacial e
agua destilada em quantidade suficiente para completar 250 mL de solucdo. Em
seguida o gel foi mantido por 30 minutos em outra solugéo contendo 75 mL de etanol
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(99%), 1,25 mL de glutaraldeido (25%), 10 mL de tiossulfato de sodio (5%), 17 g de
acetato de sodio e agua destilada em quantidade suficiente para completar 250 mL
de solucdo. O gel foi lavado por 3 vezes, cada lavagem de 15 minutos. Apés a
lavagem o gel foi incubado e permaneceu ao abrigo da luz por 15 minutos, em outra
solucdo contendo 25 mL de nitrato de prata (2,5%), 0,1 mL de formaldeido (37%) e

agua destilada completando o volume final de 250 mL.

O gel foi lavado com agua destilada e adicionado a uma solugdo contendo
6,25 g de carbonato de sodio anidro, 0,05 mL de formaldeido e agua destilada até
completar o volume de 250 mL, até o aparecimento das bandas proteicas
impregnadas por nitrato de prata. A reacdo foi interrompida com uma solucdo que
continha 3,25 g de EDTA em 250 mL de agua destilada.

4.11.4. Zimograma para atividade proteolitica

O zimograma foi desenvolvido em gel de poliacrilamida contendo 1 mg/mL de
gelatina (Sigma-aldrich) que foi copolimerizada ao gel. As amostras foram diluidas
no tampao da amostra exceto a adicdo de agente redutor e desnaturagao por calor.
Segundo Laemmli (1970), ap6s a corrida da eletroforese, o gel foi incubado numa
solucéo Triton X- 100 2% por 1 hora. Apdés, o gel foi colocado no Tampéao Tris HCI 50
mM contendo CaCl, 10 mM pH 7,4 durante 12, 6, e 5 horas. Em seguida o gel foi
fixado com metanol 50% contendo 10% de acido acético glacial e corado com

Comassie Blue.
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5. RESULTADOS e DISCUSSAO

5.1. Avaliacao da atividade proteolitica em meio solido

Primeiramente foram avaliadas em placas de Petri dezessete cepas de
fungos isoladas do Cerrado Brasileiro, regido Centro-Oeste. Nesta analise
qualitativa, oito espécies de fungos apresentaram a formacéo de halo claro ao redor
das colénias em placas de Petri apos 24, 48 e 72 horas. A formacao de halo claro ao
redor das colbnias produtoras de proteases ocorre devido a hidrolise da caseina do
leite presente no meio preparado e solidificado em placas. Esta metodologia é bem
estabelecida na literatura e apresentou resultados norteadores para o trabalho.
Outros autores como Almeida et al. (2001), também obtiveram halos semelhantes de

hidrolise proteica em meio solidificado.

Varias pesquisas sobre producao enzimética por micro-organismos tém sido
realizadas, observando que muitos deles tém a capacidade de degradar substratos e
produzir enzimas. Um estudo realizado por Alves et al. (2002), testaram a producao
de proteases por algumas espécies de Mucor sp, que foram cultivados em meio

sélido, com a formacao de halos que variaram de 3,0 a 6,4 cm.

5.2. Avaliacado da atividade proteolitica
5.2.1. Cultivo em estufa sem agitacéo

As oito espécies selecionadas pela formacéo de halo claro em meio contendo
caseina, foram cultivadas em estufa sem agitacdo no meio liquido 1 durante 7 dias a
28 °C. Seis espécies apresentaram maiores atividades proteoliticas (Tabela 3). Em
seguida, essas espécies foram cultivadas com agitacdo a 28 °C, 150 rpm por 7 dias

no meio 1, essa avaliagdo seré apresentada no item 5.2.2.
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Tabela 3. Atividades proteoliticas apds cultivo em estufa sem agitagéo a 28 °C, 7 dias no meio 1 (3% caldo Sabouraud, 2%

peptona e 2% leite desnatado)

Espécies Atividade proteolitica (Ul/mL)
Aspergillus foetidus 8,27
Fusarium solani 3,87
Paecylomices variotti 6,5
Penicillium citrinum 10,82
Penicillium fellutanum 3,05
Penicillium restrictum 44,87

Djamel et al. (2009) substituiram a farinha de soja pelo leite desnatado
durante 10 dias a 32 °C para selecionar as 10 linhagens de Penicillium dentre as
253 linhagens isoladas de tecidos em decomposicdo do molusco Ruditapes
decussatus. Eles verificaram que as linhagens foram capazes de induzir a producao
de protease semelhante a da caseina. Ao final dos estudos a estirpe mutante
derivada da cepa S08 apresentou atividade de protease acida igual a 1400 Ul/ml (pH
3,0).

Souza et al. (2008) também utilizaram leite desnatado para a producédo de
proteases. O trabalho teve como objetivo a producdo de enzimas por
Basidiomycotas da Amazo6nia. Os fungos foram cultivados em meio liquido, com pH
ajustado para cada enzima com temperatura a 28 °C durante 24 horas. Todos o0s

fungos isolados para o experimento foram capazes de produzir proteases.

5.2.2. Cultivo em incubadora com agitacéo (shaker) em meio liquido contendo

0 meiol (3% caldo Sabouraud, 2% peptona e 2% leite desnatado)

Considerando a dificuldade de transferéncia de oxigénio existente no cultivo
estacionario avaliado anteriormente, foi realizado um cultivo sob condicbes de

agitacdo com as seis espécies fungicas que expressaram atividades de protease.
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Essas espécies foram incubadas sob agitacdo 150 rpm, durante 7 dias a 28 °C,

contendo o0 mesmo meio de cultivo 1 utilizado na triagem anterior.

Um aumento nas atividades de protease para as espécies Aspergillus foetidus
(12,91 UlI/mL), Paecylomices variotti (8,88 Ul/mL) e P. fellutanum (19,55 Ul/mL) foi
obtido nesta nova condi¢do. Entretanto, as espécies Fusarium solani (2,15 Ul/mL), P.
citrinum (0,56 Ul/mL), e P. restrictum (6,30 Ul/mL) apresentaram uma diminuicdo na

atividade de protease quando incubadas sob agitacdo (Figura 1).

30 -
20 -

10

| [

Fusarium solani  Paecylomices Penicillium Penicillium Aspergillus Penicillium
variotti fellutanum restrictum foetidus citrinum

Atividade de protease (U/mL)

Figura 1. Atividade de proteases expressas por fungos filamentosos avaliados apés crescimento em estufa com agitagéo
(azul) e sem agitacdo (vermelho) a 28 °C por 7 dias.

No decorrer do cultivo, &cidos e bases séo liberadas no meio, oriundos de
aminoacidos e compostos presentes no meio metabolizados pelos fungos. Estes
metabdlitos ou compostos de degradacédo alteram o pH do meio de cultivo, levando-
o0 a valores de pH finais basicos e acidos. Isto ocorre quando o fungo utiliza os
nutrientes do meio de cultura. Ao utilizar esses aminoacidos, 0s micro-organismos
liberam os metabdlitos relacionados que serd mais acido ou mais basico que a
molécula original, o que dependera dos micro-organismos e do aminoacido que foi

metabolizado.

Na literatura foi encontrado o efeito do pH na fase inicial do cultivo. Segundo

Colen (2006) o metabolismo do fungo, ao crescer, altera o pH, seja pela absor¢éo de
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anion ou cation ou pela producéo de acidos organicos ou aménia. Durante o cultivo,
o tamponamento é dificil, pois os proprios tampdes podem ser assimilados ou
podem ser toxicos em quantidades que seriam necessarias para efetivo
tamponamento. Apenas em fermentadores biorreatores, o pH pode ser mantido

constante durante o crescimento do fungo.

Gupta et al. (2002) verificaram que alguns ions aumentam a estabilidade
enzimatica. Esses metais protegem as enzimas contra a desnaturacdo térmica,

possuindo um papel vital na manutencdo de sua atividade catalitica.

Avaliando estas alteracbes de pH ocasionadas durante o cultivo, a Tabela 4
reporta os resultados mostrando que o pH final do meio de cultivo também é
influenciado pela agitacdo ou ndo do processo. Com excecao do pH final do meio
contendo P. fellutanum, todos os outros valores de pH final do meio aumentaram

com a agitacao do processo.

Tabela 4. Valores de pH final do meio de cultivo 1 em estufa com e sem agitagéo a 28 °C apds 7 dias

Fungos pH do final do meio de pH do final do meio de
cultivo sem agitacao cultivo com agitacéao

Aspergillus foetidus 4,6 5,0
Fusarium solani 3,3 4,0
Paecylomices variotti 3,1 8,2
Penicillium citrinum 5,8 9,0
Penicillium fellutanum 5,5 3,0
Penicillium restrictum 54 8,9

A agitacdo do processo € extremamente importante, objetivando o aumento
adequado de oxigénio para que haja condi¢cbes adequadas para a fermentacdo. A
agitacdo muitas vezes pode beneficiar a homogeneidade durante a fermentacao,
promovendo o crescimento, expondo as particulas do substrato a atmosfera e
ajudando na transferéncia de calor e gas. No entanto, em alguns processos, nao se

pode aplicar alta agitacéo, pois danifica o micélio do fungo.

A literatura relata a producédo de proteases acidas e alcalinas pelo género

Penicilium. Os resultados obtidos nesse trabalho confirmaram a producéo de
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proteases pelas espécies P. fellutanum, P. citrinum e P. restrictum. Sendo que sob
agitacdo a espécie P. fellutanum apresentou maior atividade proteolitica e o valor do
pH final do meio foi igual a 3,0, enquanto que a espécie P. restrictum aumentou o pH
final do meio para 8,9, com uma atividade proteolitica ainda comparavel com as
atividades proteoliticas descritas na literatura, desta forma estas duas espécies
foram selecionadas para continuarmos com a avaliacdo do perfil de proteases
extracelulares produzidas por cepas de espécies do género Penicillium isoladas do

solo do Cerrado Brasileiro regido Centro-Oeste (Figura 2).
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agitacao 150 rpm a 28°C por 7 dias em meio liquido contendo residuos
agroindustriais

Figura 2. Organograma geral dos fungos filamentosos isolados do solo do Cerrado utilizados nesse trabalho.
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5.3. Avaliacdo da atividade proteolitica em diferentes meios liquidos de

cultivo

5.3.1. Avaliacao da atividade proteolitica em meio liquido contendo meio 2 (3%
caldo Sabouraud, 2% peptona, 2% de extrato de levedura e 1% de
caseina hidrolisada)

Para avaliacdo da atividade proteolitica em diferentes meios de cultivo, as
espécies dos fungos filamentosos P. fellutanum e P. restrictum foram cultivadas no
meio 2 (3% caldo Sabouraud, 2% peptona, 2% de extrato de levedura e 1% de
caseina hidrolisada) sob agitacdo 150 rpm a 28 °C por 7 dias. Um incremento na
atividade de protease foi obtido para a espécie P. restrictum, enquanto no caldo
fermentado pelo fungo P. fellutanum foi detectada uma menor concentracéo

enziméatica para proteases (Tabela 5).

No meio de cultivo 2, o fungo P. fellutanum elevou o pH final do meio para 9,0
e inversamente o P. restrictum abaixou o pH do meio de cultivo para a faixa proxima
a neutralidade quando comparado ao meio 1 (Tabela 5). Condi¢cbes de cultivo sao
essenciais para o0 sucesso da producéo de enzimas, por iSso parametros como pH,
temperatura e composi¢cdo do meio devem ser controlados no desenvolvimento dos
processos (ABIDI et al., 2011).

Tabela 5. Comparativo das atividades proteoliticas extracelulares e valores de pH final dos meios de cultivos 1 e 2 em
estufa com agitacéo a 28 °C, 150 rpm por 7 dias.

Atividade Atividade pH final  pH final
Fungos proteolitica (Ul/mL) proteolitica (UI/mL) no meio no meio
no meio 1 no meio 2 1 2
Penicillium
19,55 10,65 3,0 9,0
fellutanum
Penicillium
6,30 13,70 8,9 7,6

restrictum
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Como explicaram Gupta et al. (2002), as proteases alcalinas tém grande
especificidade de substrato, sendo ativas mediante a um numero de substrato
sintético e de proteinas naturais. No entanto, estudos mais detalhados relatam que a

atividade destas enzimas é bem maior diante da caseina.

Galvao et al. (2013) verificaram a producdo de protease por Penicillium e
Aspergillus. Foram utilizados 25 g de cada amostra do solo suspensa em 225 mL de
agua destilada esterilizada e o sistema foi agitado durante trés minutos. Os autores
observaram que o género Penicillium teve bons resultados de producdo enzimatica,
ja os do género Aspergillus, apenas uma espécie degradou a caseina. Este estudo
concluiu que a atividade proteolitica pode variar entre individuos da mesma espécie

e géneros.

5.3.2. Avaliacdo da atividade proteolitica em meio liquido contendo residuos

agroindustriais

Foi considerada a utilizacdo de meios de cultivo de baixo custo, pois € de
grande interesse industrial, viabilizando muitas vezes a comercializagdo do produto
final. Exploramos a possibilidade de utlizar como fonte de carbono residuos
agroindustriais, tais como, casca de soja, residuo de soja, engaco de bananeira e

farelo de trigo cultivados com agitacdo a 150 rpm, 28 °C por 7 dias (Figura 3).

Um relevante acréscimo nas atividades de protease para as espécies P.
fellutanum e P. restrictum foram observados no cultivo com casca de soja e farelo de
trigo (Figura 3). Foram comparadas as atividades obtidas anteriormente em outros
meios de cultivo: para a espécie P. fellutanum a atividade proteolitica teve um
aumento de 19,55 Ul/mL no meio 1 para 71,91 Ul/mL no meio 3. Avaliando a
espécie P. restrictum pode ser observado um aumento de atividade de 13,7 Ul/mL

no meio 2 para 72,98 Ul/mL no meio 3.
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Figura 3. Avaliagéo de proteases expressas por fungos filamentosos P. fellutanum e P. restrictum apés crescimento em
meio liquido contendo residuos agricolas com agitagéo a 28 °C, 150 rpm por 7 dias.

Este resultado corrobora com a literatura onde Silva (2011), evidenciou a
producdo maxima de proteases com atividade igual a 1300 Ul/mL pelo fungo
Aspergillus fumigatus Fresenius quando utilizou farelo de trigo como substrato.
Germano et al. (2003) utilizaram uma torta de soja como fonte de carbono e
nitrogénio para uma parcial caracterizacdo de uma serino protease neutra produzida
por Penicillium sp. em fermentacdo em estado sélido, obtendo atividade proteolitica
da enzima pura ou semi pura igual a 43 Ul/mL, menor do que os resultados obtidos

com as cepas testadas neste projeto.

Ikram-UL-HAQ e Mukhtar em 2007 utilizaram farelo de girassol, farelo de
trigo, casca de arroz e farelo de algodao para sintetizar protease acida produzida
pelo fungo Penicillium griseoroseum IH-02, sendo que o farelo de soja foi a melhor

fonte com atividade enziméatica de 5,6 Ul/mL.

Um estudo realizado por Sandhya et al. (2005) analisaram a producdo de
protease por uma espécie de Aspergillus em farelo de trigo, mostrando que houve
uma maior produgéo enzimatica quando foi adicionada 43,6% de umidade ao meio,
apresentando atividade de 30,5 Ul/g. Anandan et al. (2007) avaliaram a producao
de protease por Aspergillus tamarii em farelo de trigo, obtendo atividade enzimatica
com 65% de umidade. No entanto, quando aumentada a umidade, esta atividade

enzimatica diminuiu. Desta forma, estes autores concluiram que o aumento da
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umidade do meio limitou a transferéncia de oxigénio, diminuindo a atividade
enzimatica. Para Gupta et al. (2002), o meio de cultura pode afetar a producédo de
proteases, dependendo de fatores fisiolégicos e nutricionais, como por exemplo o
pH, temperatura, periodo de incubagéo e agitacdo, densidade do in6culo, efeito da
fonte de carbono e de nitrogénio e cations bivalentes.

A utilizacdo de casca de soja e farelo de trigo, residuo de soja e engaco de
bananeira como fonte de carbono altera a disponibilidade de acesso ao substrato e a
riqueza de nutrientes no meio de cultivo. Os subprodutos agricolas tais como o
farelo de soja e o farelo de trigo promovem um maior rendimento de proteases
porque fornecem proteinas, carboidratos, lipideos, vitaminas e minerais necessarios
para o0 crescimento do micro-organismo. Considerando as diferencas de
disponibilidade de substrato relacionadas aos meios 1, 2 e 3 (1% farelo de trigo), foi
feita a caracterizacdo parcial das proteases extracelulares presentes nestes trés

meios de cultivo testados.

A estabilidade térmica das enzimas e a estabilidade em diferentes valores de
pH sdo caracteristicas importantes para a aplicagdo industrial e para o
desenvolvimento dos processos de fermentacdo. Desta forma foi caracterizado o
perfil fisico-quimico das enzimas proteoliticas expressas extracelularmente nos

meios de cultivo.

5.4. Avaliacdo do perfil das proteases produzidas pelas espécies Penicillium

fellutanum e Penicillium restrictum

5.4.1. Caracterizacdo das enzimas proteoliticas presentes no meio 1
produzidas pelas espécies Penicillium fellutanum e Penicillium

restrictum

O valor das atividades proteoliticas das espécies P. fellutanum e P. restrictum
foram iguais a 48,3 Ul/mL e 3,82 Ul/mL respectivamente, no meio 1 e detectadas em

pH iguais a 7,0 e pH 8,0 (Figura 4).
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Figura 4. Efeito do pH nas atividades de proteases produzidas pelos fungos P. fellutanum (azul) e P. restrictum (vermelho)
no meio 1a 37 °C.

Diversos autores observaram um aumento na atividade de protease com
valores de pH acima de 7,0 e maximo de 8,0. Sookkheo et al. (2000) em seu estudo
observaram valores parecidos entre 7,0 e 8,5 para proteases de Bacillus

stearothermophilus.

Para a espécie P. fellutanum, Rodarte (2005) relatou em seu trabalho o pH
otimo igual a 9,0 para a atividade enzimatica. A autora observou uma diminuicdo da

producédo de proteases com o decréscimo no valor do pH.

A temperatura 6tima e o pH otimo de atividade enzimatica € um valor muito
especifico de cada enzima variando entre diferentes proteases produzidas por um
mesmo fungo (LI et al., 2010).

Em estudos realizados por Germano et al. (2003), os valores de pH 6timo
encontrados para a producdo de protease por Penicillium sp. variaram de 6,0 a 8,0.
Segundo Beg e Gupta (2003), normalmente, as proteases que sdo produzidas
comercialmente e que tém origem microbiana possuem sua atividade 6tima na faixa
de pH que varia de 8,0 a 12, o que as torna de grande interesse para utilizagdo em

formulacdes de detergentes, devido ao pH alto destes produtos.
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A temperatura Otima das proteases presentes no meio 1 produzidas pelo P.
fellutanum foi na faixa de 50 a 65 °C em pH 7 com atividade enzimatica igual a 66,55
Ul/mL. Um segundo pico de atividade pode ser observado a 65 °C, sugerindo a
existéncia de mais de uma protease no meio liquido (Figura 5). Estes valores de
atividade em pH e temperatura 6tima como de se esperar foram superiores as
atividades proteoliticas quantificadas em pH 5,0 e temperatura 37 °C utilizada na
metodologia padrdo (CHARNEY e TOMARELLI, 1947) para doseamento de

protease.

Para o P. restrictum o efeito da temperatura na atividade das proteases foi
estudado em pH 8,0 onde a temperatura 6tima das proteases presentes no meio 1
foi de 45 °C com atividade enzimatica igual a 7,47 Ul/mL (Figura 5).
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Figura 5. Efeito da temperatura sobre as atividades de proteases produzidas pelos fungos P, fellutanum (azul)em pH 7,0 e
P, restrictum (vermelho) em pH 8,0 no meio 1.

Silva (2011) verificou a temperatura 6tima de 50 °C para 100% da atividade
da protease com valor igual a 1300 Ul/mL produzida pelo Aspergillus fumigatus

Fresenius.

Para Moreira et al. (2002), a temperatura 6tima para as enzimas alcalinas

esta acima de 60 °C, tendo grande potencial na industria de detergentes e couro.
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O efeito da temperatura e do tempo, na estabilidade das proteases presentes
no meio 1, produzidas pelas espécies P. fellutanum e P. restrictum foi avaliado
variando-se as temperaturas no intervalo entre 40 °C e 45 °C em pH 7,0 e em pH
8,0 respectivamente, no periodo de 6 horas (Figura 6). Para o P. fellutanum, a 40 °C
as proteases se mostraram mais estaveis permanecendo com 86% de atividade
proteolitica em até 2 horas de incubacédo, a 45 °C as enzimas permaneceram com
80% da atividade residual em até 2 horas. As proteases produzidas pelo P.
fellutanum foram avaliadas também a 50 °C, e permaneceram com 77% de atividade

proteolitica em 2 horas de incubacéo.
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Figura 6. Efeito da temperatura na estabilidade das enzimas proteoliticas dos fungos P. fellutanum (azul) empH 7,0 e P
restrictum (vermelho) em pH 8,0 presentes no meio 1.a 40 °C (A); 45 °C (B) € 50 °C (C).
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Para o P. Restrictum a 40 °C as proteases apresentaram 64% de atividade
proteolitica em até 1 hora de incubacéo, a 45 °C as enzimas permaneceram com

62% da atividade residual em até 1 hora.

Em 1993, Phadatare et al. obtiveram uma protease produzida pelo fungo
Conidiobolus coronatus que mostrou um elevado nivel de estabilidade em pH até

8,5 sem perda de atividade a 40 °C e que foi compativel com a maior parte dos

detergentes testados.

5.4.2. Caracterizacdo das enzimas proteoliticas presentes no meio 2
produzidas pelas espécies Penicillium fellutanum e Penicillium

restrictum

As proteases produzidas pelos fungos P. fellutanum e P. restrictum em cultivo
no meio de cultivo 2 foram submetidas a diferentes tampdes na faixa de pH 5,0-10,0

a 37 °C para a avaliacao do efeito do pH nas atividades das proteases.

A melhor atividade proteolitica do fungo P. fellutanum no meio 2 foi igual a
14,55 Ul/mL detectada em pH 7,0. Para o P. restrictum o pH 6timo de atividade
proteolitica nesse meio foi detectado em pH 5,0 com atividade igual a 4,42 Ul/mL
(Figura 7).
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Figura 7. Efeito do pH na atividade de proteases produzidas pelos fungos P. fellutanum (azul) e P. restrictum (vermelho) no
meio 2 (3% caldo Sabouraud, 2% peptona, 2% de extrato de levedura e 1% de caseina hidrolisada) a 37 °C.

Zambare at al. (2011) verificaram valores 6timos de temperatura igual a 50 °C,
pH 8,0 e atividade proteolitica igual a 395 Ul/mL para as proteases produzidas pela
bactéria Pseudomonas aeruginosa MCMB327.

Outros estudos verificaram um valor de pH 6timo igual a 55 e 54
respectivamente, para as proteases produzidas pelo fungos Thermoaseus

aurantiavus (MERHEB et al.,, 2007) e Aspergillus oryzae (VISHWANATHA et al.,
2010).

Ferrero et al. (1996) evidenciaram que a caseina foi a melhor fonte de
carbono para a producdo de protease termoestavel por Bacillus sp. com atividade
igual 76,37 Ul/ml e que a enzima permaneceu estavel por trinta minutos a 60 °C
sem adicao de estabilizadores.

A temperatura Otima das proteases presentes no meio 2 para o fungo P.
fellutanum foi de 45 °C em pH 7,0 com atividade enzimética igual a 18,05 UI/mL.
Para o P. restrictum a temperatura 6tima das proteases presentes no meio 2 foi na

faixa de 35 a 45 °C em pH 5,0 com atividade proteolitica igual a 8,9 Ul/mL (Figura 8).
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Figura 8. Efeito da temperatura sobre a atividade de proteases produzidas pelos fungos P. fellutanum (azul) em pH 7,0 e P.
restrictum (vermelho) em pH 5,0 no meio 2 (3% caldo Sabouraud, 2% peptona, 2% de extrato de levedura e 1% de caseina
hidrolisada).

Em 2012, Kranthi et al. verificaram a temperatura 6tima de 40 °C em pH 7,5

das proteases produzidas pelo Aspergillus flavus.

O efeito da temperatura na estabilidade das proteases presentes no meio 2
para o P. fellutanum em pH 7,0 e para o P. restrictum em pH 5,0 foi avaliado
variando-se as temperaturas em 40 °C e 45 °C no periodo de 6 horas (Figura 9).
Para o P. fellutanum a 40 °C as enzimas se mostraram mais estaveis permanecendo
com aproximadamente 86% de atividade proteolitica em até uma hora de incubacéo,
enquanto que a 45 °C a atvidade proteolitica diminuiu chegando a
aproximadamente 57% de sua atividade em até uma hora de incubacgéo. Para o P.
restrictum a 40 °C as enzimas foram mais estaveis com aproximadamente 85% de
atividade proteolitica em até uma hora de incubagdo, e a 45 °C a atividade
proteolitica diminuiu chegando a aproximadamente 55% de sua atividade em até

uma hora de incubagéao (Figura 9).
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Figura 9. Efeito da temperatura na estabilidade das enzimas proteoliticas dos fungos P, fellutanum (azul)empH 7,0 e P
restrictum (vermelho) em pH 5,0 presentes no meio 2 a 40 °C (A) e 45 °C (B).

Em 2014, Hsiao et al. verificaram que as proteases produzidas pelo Rhizopus
oryzae foram estaveis a 35 °C por 60 minutos de incubacéao.

5.4.3. Caracterizacdo das enzimas proteoliticas presentes no meio 3

produzidas pelas espécies Penicillium fellutanum e Penicillium
restrictum

A melhor atividade proteolitica do fungo P. fellutanum no meio 3 (1% de farelo
de trigo e 0,4% de extrato de levedura; 0,4% de peptona; 0,2% de fosfato de
potassio; 0,8% de fosfato de sédio e 0,25% de sulfato de magnésio) igual a
31,3 Ul/mL foi detectada em pH 10,0. Para o fungo P. restrictum as melhores
atividades proteoliticas iguais a 69,45 Ul/mL em pH 5,0 e 64,6 Ul/mL foram
detectadas em pH 9,0 (Figura 10).
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Figura 10: Efeito do pH nas atividades de proteases produzidas pelos fungos P, fellutanum (azul) e P. restrictum (vermelho)
no meio 3 a 37 °C.

Em 1996, Ferrero et al. encontraram um valor de pH 6timo igual a 9,0 para as

proteases produzidas por Bacillus lincheniformis MIR 327.

Hajji et al. (2007) utilizaram fosfato de potassio, fosfato de sédio, sulfato de
magneésio, farinha de peixe e farelo de trigo para purificar uma serino protease
alcalina produzida pelo fungo Aspergillus clavatus ES1 isolado de aguas residuais,
apresentando valores 6timos de temperatura 50 °C, pH 8,5, massa molecular
estimada em 32 kDa e atividade especifica de 37,6 Ul/mg.

A temperatura Otima das proteases presentes no meio 3 pertencentes ao
fungo P. fellutanum foi de 55 °C em pH 10,0 com atividade enziméatica igual a
54,17 Ul/mL (Figura 11).

O efeito da temperatura na atividade das proteases produzidas pelo fungo P.
restrictum no meio 3 foi estudado em pH 5,0 e em pH 9,0 na faixa de temperatura de
30 a 75 °C. Em pH 5,0 a temperatura 6tima das proteases foi de 45 °C com atividade
enzimatica igual a 81,1 Ul/mL e com outro pico de atividade em 55 °C. Em pH 9,0 a

temperatura otima foi de 40 °C com 48,1 Ul/mL de atividade proteolitica (Figura 11).
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Figura 11: Efeito da temperatura sobre as atividades de proteases produzidas pelos fungos P. fellutanum (azul) em pH 10,0
e P, restrictum em pH 5,0 (vermelho) e em pH 9,0 (verde) no meio 3 (1% de farelo de trigo e 0,4% de extrato de levedura;
0,4% de peptona; 0,2% de fosfato de potassio; 0,8% de fosfato de sodio e 0,25% de sulfato de magnésio).

A temperatura € um dos mais importantes fatores que afetam a producéo
enzimatica. El-Mofty et al. (2004), em um estudo com Bacillus licheniformis
verificaram a existéncia de uma relacdo positiva entre producdo de protease e
incubacédo as temperaturas superiores a 50 °C, observando que a temperatura 6tima

de atividade da protease foi 55 °C, podendo ser relativamente estavel a 60-65 °C.

No trabalho realizado por Tavares et al. (2012) foi encontrada uma maxima
atividade enzimatica a 40 °C para o género Penicillium. Outros autores publicaram
para Penicillium spp. uma temperatura étima de atividade proteolitica na faixa de
27 °C e 30 °C.

Em 2011, Zanphorlin et al. purificaram uma protease alcalina com atividade
especifica de 1020 U/mg do fungo termofilico Myceliophthora sp. utilizando farelo de
trigo e caseina no meio de cultivo, os autores verificaram uma maior atividade

proteolitca em pH 9,0 e temperatura 6tima de 40-45 °C.

O efeito da temperatura na estabilidade das proteases presentes no meio de
cultivo 3 produzidas pelo P. fellutanum e pelo P. restrictum foi avaliado variando-se
as temperaturas em 40 °C e 45 °C no periodo de 6 horas (Figura 12). As enzimas

proteoliticas produzidas pelo P. fellutanum em pH 10,0 foram mais estaveis a 40 °C
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mantendo sua atividade residual de 99% em ate 1 hora de incubacgéo, a 45 °C as
enzimas permaneceram com aproximadamente 89% de atividade proteolitica em até
1 hora de incubacéo. Para essa espécie, ainda foi avaliada a termo estabilidade das
proteases a 55 °C onde rapidamente a atividade proteolitica diminuiu para 14% de
atividade em até 1 hora de incubacéo.
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Figura 12. Efeito da temperatura na estabilidade das enzimas proteoliticas dos fungos P, fellutanum (azul) em pH 10,0 e P.
restrictum em pH 5,0 (vermelho) e em pH 9,0 (verde) presentes no meio 3 a 40 °C (A); 45 °C (B) e 55 °C (C).

Para o P. restrictum em pH 5,0 & 40 °C as enzimas proteoliticas foram mais

estaveis com 90% de atividade residual por 1 hora, a 45 °C atingiram 45 % de
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atividade em 1 hora de incubagdo. Em pH 9,0, 4 40 °C as enzimas foram mais
estaveis com 96 % de atividade em 1 hora e a 45 °C as enzimas apresentaram 68%
de atividade por 1 hora de incubacéo (Figura 12).

Corréa (2009), verificou que as proteases produzidas pelo Bacillus sp. P7
foram estavéis a 50 °C e permaneceram com 78% de atividade residual em dez
minutos de incubacéo.

Shankar et al. (2011) avaliaram a estabilidade das proteases produzidas pelo
fungo Beauveria sp.MTCC184 a 40 °C onde as enzimas proteoliticas mantiveram
aproximadamente 15% de suas atividades em até uma hora de incubagéo.

O fungo Trichoderma reesei QM9414 apresentou boa estabilidade mantendo
80% de atividade maxima a 30 °C (DIENES et al., 2007).

A serino protease alcalina produzida pelo fungo Aspergillus parasiticus
manteve 90% de atividade a 30 °C por uma hora (TUNGA et al., 2003).

5.5. Perfil proteico nos trés meios de cultivo avaliados

O perfil proteico dos extratos brutos dos fungos P. fellutanum e P. restrictum
foi analisado por meio de eletroforese desnaturante em gel de poliacrilamida (SDS-

PAGE) conforme é apresentado na Figura 13.

Foram avaliados os extratos brutos dos fungos P. fellutanum e P. restrictum
obtidos dos cultivos com os trés meios estudados neste trabalho. A revelacdo das
eletroforeses evidenciou véarias bandas proteicas com pesos estimados entre 97 kDa
e 14,4 kDa, quando comparadas a mobilidade eletroforética dos padrées de peso
molecular conhecidos (fosforilase b 97; albumina 66; ovoalbumina 45; anidrase

carbonica 30; inibidor de tripsina 20.1 e a-lactalbumina 14,4 kDa — GE life sciences).

A literatura cita outros micro-organismos produtores de proteases que
apresentaram pesos moleculares estimados entre 33 e 88 kDa, como o Penicillium
camemberti com 33 kDa (CHRZANOWSKA et al., 1995), o Rhizopus oryzae com
39 kDa (HSIAO et al., 2014), o Aspergillus oryzae MTCC5341 com 47 kDa
(VISHWANATHA et al., 2010), o Chryseobacterium sp. Kr6 com 64 kDa (RIFFEL,
2006), o Cryseobacterium taeanense TKU 001 com 75 kDa (WANG et al., 2008) e o
Aspergillus fumigatus com 88 kDa (HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2011).
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As amostras da espécie P. restrictum obtidas dos cultivos no meio 3 também
foram submetidas a eletroforese ndo desnaturante em gel de poliacrilamida (PAGE)
contendo 1mg/mL de gelatina. A atividade protéica no gel foi visualisada através do
zimograma. Estes resultados indicaram a presenca de uma banda com atividade

proteolitica na parte superior do zimograma (Figura 14).

Segundo a literatura, algumas serino proteases apresentam pesos
moleculares estimados entre 28 e 88 kDa, ativas em pH entre 7,0 e 9,0, tais como:
Myceliophthora sp.com 28 kDa e pH 9,0 (ZANPHORLIN et al., 2011); o Aspergillus
clavatus ES1 com 32 kDa e pH 8,5 (HAJI et al., 2007); o fungo Beauveria sp.
MTCC5184 com 29 kDa e pH 9,0 (SHANKAR et al., 2011); o Clonostachys rosea
com 33 kDa e pH 9,0 (LI et al., 2012) e o Aspergillus fumigatus com peso molecular
estimado em 88 kDa e pH 7,0 (HERNANDEZ-MARTINEZ et al., 2011).
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20,1 kDa

C

Figura 13. (A) Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) com amostras dos extratos brutos produzidos no meio 1: linha (1)
marcador de peso molecular (97; 66; 45; 30; 20.1 e 14.4 kDa); linha (2) P. fellutanum; linha (3) P. restrictum. (B) Gel de
poliacrilamida (SDS-PAGE) dos extratos brutos produzidos no meio 2: linha (1) marcador de peso molecular (97; 66; 45; 30;
20.1 e 14.4 kDa); linha (2) P. fellutanum; linha (3) P, restrictum. (C) Gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) dos extratos brutos
produzidos no meio 3: linha (1) marcador de peso molecular (97; 66; 45; 30; 20.1 e 14.4 kDa); linha (2) P, fellutanum; linha
(3) P, restrictum.
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(A) (B)

Figura 14. Zimograma para atividade proteolitica, bandas com atividade proteolitica produzidas pelo fungo P, restrictum no
meio 3 indicadas pelas setas na figura: (A) gel apds 30 minutos a 40 °C; (B) gel apés 6 horas a 40 °C.

5.6. Avaliacdo de proteases expressas por fungos filamentosos Penicillium
fellutanum e Penicillium restrictum apds crescimento nos meios de

cultivos 1,2e 3

Em relacdo aos meios de cultivo utilizados, observou-se que ao mudar o meio
de cultura houve um aumento da atividade proteolitica para os dois fungos quando
cultivados no meio 3 (farelo de trigo) (Figura 15). As proteases do P. fellutanum
apresentaram atividade igual a 54,17 Ul/mL e as proteases do P. restrictum com
atividade igual a 81,1 Ul/mL. Ao comparar os valores obtidos com os valores
pesquisados de micro-organismos produtores de protease, que também utilizaram o
farelo de trigo no meio de cultivo, tais como: o Penicillium griseoroseum com
atividade proteolitica igual a 5,6 Ul/mL (IKRAM-UL-HAQ e MUKHTAR, 2007); o
Aspergillus sp. com atividade igual a 30,5 Ul/mL (SANDHYA et al.,, 2005); o
Beauveria felina com atividade proteolitica igual a 20 Ul/mL (AGRAWAL et al., 2005)
e o Myceliophthora sp. com atividade proteolitica igual a 1020 U/mg (ZANPHORLIN
et al., 2011), foi verificado que os resultados obtidos s&o vantajosos, pois 0 uso de
farelo de trigo, por ser um substrato de baixo custo, € uma alternativa para reduzir os

custos de producéao.
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Figura 15. Atividades 6timas de proteases extracelulares apresentadas pelos fungos filamentosos Penicillium fellutanum e
Penicillium restrictum ap6s crescimento nos meios de cultivo 1, 2 e 3 e determinadas em pH 6timo e temperatura 6tima para
as respectivas enzimas.

Os resultados sao interessantes para a aplicacdo industrial destas enzimas,
uma vez que as proteases, termoestaveis e ativas em pH acidos e basicos, tém sido
largamente utilizadas na industria de cosméticos e de detergentes. Outra qualidade
importante revelada neste trabalho foi que as proteases produzidas pelas duas
espécies de Penicillium apresentaram estabilidade térmica a 40 °C. As proteases
produzidas pelo P. fellutanum foram estéaveis por 2 horas no meio 1, e no meio 3,
estaveis por 1 hora a 40 °C. Para o P. restrictum as proteases foram estaveis no
meio 3 por 1 horaa 40 °C (Tabela 6).
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Tabela 6. Resumo dos melhores valores de pH e temperatura para atividade de proteases extracelulares produzidas por P
fellutanum e P. restrictum em estufa com agitagéo a 28 °C, 150 rpm por 7 dias.

o Atividade
pH 6timo/ Temperatura . N
Fungos _ o proteolitica Termoestabilidade
Meio otima °C
(Ul/mL)
Penicillium 7,0 meio 1 50 66,5 40°C 86% 2 h
fellutanum 10,0 meio 3 55 54,1 40°C 99% 1h
Penicillium 5,0 meio 3 45 81,1 40°C 90% 1h
restrictum 9,0 meio 3 40 48,1 40°C 96% 1h

Nas habituais condigbes de lavanderias industriais as enzimas séo utilizadas
por 10 minutos a 60 °C (FERRERO et al., 1996).

Outros micro-organismos produtores de protease apresentaram os seguintes
valores de estabilidade térmica: o Streptomyces flavogriseus HS1 apresentou
estabilidade a 50 °C por 1 hora (GHORBEL et al., 2014); o Aspergillus fumigatus
Fresenius com 90% de atividade a 40 °C por 30 minutos (SILVA , 2011); o Bacillus
sp. estavel a 60 °C por 30 minutos (FERRERO et.al., 1996); o Chryseobacterium sp.
Kré com 80% de atividade a 37°C por 3 horas (RIFFEL, 2006); o Thermoraseus
aurantiacus estavel a 60 °C por 1 hora (MERHEB et al., 2007).

Comparando as atividades proteoliticas produzidas pelas duas espécies P.
fellutanum e P. restrictum nos meios de cultivo 1, 2 e 3 utilizados neste trabalho,
verificamos que o P. restrictum apresentou a melhor atividade proteolitica no meio 3
com valores de pH 6timos de 5,0 e 9,0 de interesse industrial. Sendo assim, foi
avaliado o comportamento das proteases produzidas pela espécie P. restrictum
frente aos ions metélicos e interferentes geralmente presentes nas formulacdes

detergentes (Tabela 7).

No estudo sobre o efeito dos ions metélicos na atividade proteolitica
observou-se que as proteases foram estaveis na maioria dos ions testados. Os ions
Ca*? e Mg* estimularam a atividade proteolitica, segundo Anitha e Palanivelu (2013)

esse fendbmeno é tipico para as proteases do tipo serina. Foi observada uma inibicdo
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da atividade proteolitica por Cu*?> semelhante ao que foi relatado por esses autores
na producdo de queratinase pelo fungo Aspergillus parasiticus. O ion Hg*™ foi o
maior responsavel pelo efeito repressor da atividade enzimatica, reduzindo a 37% o

nivel de atividade residual.

Tabela 7. Efeito de ions metalicos e inibidores sobre a atividade de proteases produzidas por P, restrictum

Interferentes (4mM) Atividade residual (%)
Controle 100
HgCl, 37
MgSO, 121
ZnS0Oy4 111
CaCl, 126
K>SOy 121
CuSO, 77
MnSO,4 142
FeSO, 111
EDTA 121

SDS 315

Na presenca de alguns compostos houve um aumento da atividade
proteolitica ocasionada por EDTA e SDS. A atividade proteolitica apresentou um
aumento residual de 315%, quando incubada em SDS, sugerindo assim um
potencial campo de aplicagdo para esta enzima, junto as formulagbes de
detergentes, onde sdo empregados surfactantes como insumos. Jain et al. (2012)
purificaram e caracterizaram uma protease de Bacillus sp. com caracteristicas halo-
alcalina e termo tolerante que teve sua atividade aumentada em 3,3 vezes quando
incubada com SDS, mostrando o potencial desta enzima como aditivo na
composicdo de produtos da industria de detergentes. Estes autores classificaram
esta enzima como serino-protease que manteve as atividades enzimaticas na faixa
de pH entre 8-12, com temperaturas variando entre 20-80 °C e tolerancia salina
superior a 20%. Deste modo, os resultados deste trabalho sugerem uma
caracterizacdo mais detalhada desta enzima e um teste em formulagbes de

detergentes como foi feito do trabalho demonstrado por Jain et al. (2012).
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Diminuicdo da atividade proteolitica com Hg*™ também foi observada por
Corréa (2009) quando purificou parcialmente a protease queratinolitica produzida

por Bacillus sp.P7.

Em 1996, Ferrero et al. observaram na producdo de uma protease alcalina
produzida pelo Bacillus licheniformis MIR 29 que os fons Ca* ndo aumentaram a
ativididade proteolitica, enquanto o EDTA n&o inibiu a atividade e o SDS inibiu

ligeiramente .

Abidi et al. (2011), observaram que os fons Hg*?, Mn*? e Fe*? ndo exerceram
efeito sobre a atividade da protease produzida pelo fungo Botrytis cinérea, porém o
fon Mg*? diminuiu ligeiramente, enquanto que com os fons Co*? e Cu*? inibiram

bastante, ao contrario, dos fons Zn*?, Ca* e Ba*? estimularam a atividade.

Germano et al. (2003), caracterizaram uma protease produzida pelo fungo
Penicillium sp. com pH 6timo igual a 6,5 e temperatura de 45 °C, com atividade
aumentada na presenca de fons metdlicos Ca®" e Na' sendo estavel com

detergentes comerciais e agentes oxidantes.

Diversos autores concordam que as proteases produzidas pelo género
Penicillum sdo promissoras na utilizacdo pela industria (ROSA et al.,, 2006;
TAVARES et al., 2012). Rodarte (2005) isolou 66 fungos filamentosos em caseina e
observou a formacéo de ativacdo proteolitica em 50% dos micro-organismos. Dentre
os isolados estava o0 Penicilium fellutanum. Segundo a autora, os fungos

filamentosos sdo 6timos produtores de proteases.
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6. CONCLUSOES

Os resultados encontrados neste trabalho permitem as seguintes conclusdes:

- Das 17 diferentes espécies de fungos isoladas do solo do Cerrado, 8

espécies foram produtoras de protease.

- Para o fungo Penicillium fellutanum o meios de cultivo 1 e 2 com
agitacdo a 28 °C, 150 rpm por 7 dias, proporcionaram a maior producéo de
proteases. Para o fungo Penicillium restrictum o meio de cultivo 3
contendo farelo de trigo, induziu uma maior producdo de proteases
extracelulares nas condi¢des estabelecidas 28 °C, 150 rpm por 7 dias.

- A caracterizacdo das proteases presentes nos extratos brutos revelou
gue as temperaturas 6timas destas enzimas variaram de 40 a 55 °C com

um pH 6timo entre 5,0 e 10,0 dependendo do meio de cultivo avaliado.

- Os fons metélicos Mg*™, Zn*?, Ca™, K*, Mn*? e Fe*? estimularam a
atividade das enzimas proteoliticas produzidas por P. restrictum, enquanto

que os fons Hg*? e Cu*? reduziram sua atividade.

- O agente surfactante SDS aumentou a atividade das enzimas
proteoliticas de P. restrictum, demonstrando potencial aplicacdo na

indUstria de detergentes.

- Estes parametros sdo de grande importancia para avaliar as aplicacdes
biotecnologicas possiveis para estas enzimas. Porém faz se necessario
dar continuidade para estes estudos, purificando a protease mais estavel
em pH bésico e temperatura maior que 45 °C, visando uma aplicagdo na
industria de detergentes, ou purificando uma segunda protease estavel em
pH éacido e temperaturas proximas a 40 °C visando a aplicagdo em

cosmeéticos.
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